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Fermented whey prodjj^ epd. using mixt of lactic acid bacteri^Jfl yeast - for improving 
appearance of the skin by topical or external application, also useful as an immunostimulant 
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• Abstract : 

FR27 18752 A Prepn. of a whey-based prod. (A) comprises fermenting whey with a mixt. contg. 1 each of:(a) a Lactobacillus (La) of the species 
hilgardii, casei, cellobiosus, brevis, acidophilus, kefir and delbrueckii;(b) a Streptococcus (St) of the species lactis, cremoris and diacetylactis;(c) a 
Leuconostoc (Le) of the species mesenteroides and kefir, and(d) a yeast of the species Saccharomyces delbrueckii, S. cerevisiae, S. unisporus, S. 
globosus, S. carlbergensis, Kluyveromyces fragilis, K. bulgaricus, K. lactis, Torula holmii, Candida tenuis and C. kefir. 

Also claimed are:(l) the prod. (A) as above;(2) a drinkable cosmetic compsn. which contains (A), and(3) a cosmetic compsn. for external use which 
contains (A). 

USE - (A) is useful in (a) cosmetic compsns. for drinking or external application, to improve the appearance of the skin or (b) in immunostimulant 
compsns. (claimed). (A) affects the level of sebum, and the degree of hydration and firmness of the skin, making it softer and smoother. 
ADVANTAGE - (A) significantly increases the antiradical activity of agents such as vitamins or selenium. (Dwg.0/3) 
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4) Preparations a base de lactoserum fermente et Ieurs utilisations. 

(57) L'lnvention est relative k un pnoc6d6 d'obtention d'une 
preparation k base de lactos6rum comprenant une 6tape 
au cours de iaquelle on procfede k la fermentation de lacto- 
serum par un melange de microorganismes comprenant au 
moins un lactobacllie choisi dans le groupe constitu6 par 
Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus easel, Lactobacillus 
cellobiosus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus acidophilus, 
Lactobacillus k6fir, Lactobacillus delbrueckii; au moms un 
streptocoque choisi dans le groupe constitu6 par. 
Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris, 
Streptococcus diacetylactis, au moins un Leuconostoc 
choisi dans le groupe constitu6 par. Leuconostoc mesente- 
roides, et Leuconostoc k&\r, au moins une levure choisie 
dans le groupe constitu6 pan Saccharomyces delbrueckii, 
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces fragilis, 
Kluyveromyces bulgaricus, Saccharomyces unisporus, 
Torula holmii, Saccharomyces globosus, Saccharomyces 
carlbergensis, Kluyveromyces lactis, Candida tenuis, 
Candida k6fir, ainsi qu'aux preparations ferment6es obte- 
nues par ce proc6d6 et k Ieurs applications immunostimu- 
lantes et cosm6tiques. 
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La presente Invention est relative a des pre- 
parations a base de lactoserum fermente, utilisables pour 
ameliorer 1 ' etat de la peau. 

Des produits issus de la fermentation du lait, 
5 en particulier par des bacteries lactiques (produits du 
type yaourt), ou par des levures (produits du type 
kefir) , sont connus depuis tres longtemps et sont reputes 
avoir une action favorable sur la sante, qui est attri- 
bute a leur effet sur l'equilibre de la flore intes- 
10 tinale. 

Les Inventeurs ont maintenant mis au point un 
produit issu de la fermentation de lactoserum par un 
melange de souches specif iques de bacteries lactiques et 
de levures, et ont constate que ce produit possedait une 

15 activite particulierement benefique pour le tissu cutane, 
aussi bien par administration systemique (voie orale) , 
que par administration locale (usage externe) . 

La presente Invention a pour objet un procede 
d'obtention d'une preparation a base de lactoserum, 

20 lequel procede est caracterise en ce qu'il comprend une 
etape au cours de laquelle on procede a la fermentation 
de lactoserum par un melange de microorganismes compre- 
nant au moins un lactobacille choisi dans le groupe 
constitue par Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus 

25 casei, Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus brevis, 
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus kefir, Lacto- 
bacillus delbrueckii ; au moins un streptocoque choisi 
dans le groupe constitue par : Streptococcus lactis , 
Streptococcus cremoris, Streptococcus diacetylactis , au 

30 moins un Leuconostoc choisi dans le groupe constitue par 
: Leuconostoc mesenteroides , et Leuconostoc kefir ; au 
moins une levure choisie dans le groupe constitue par : 
Saccharomyces delbrueckii, Saccharomyces cerevisiae, 
Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces bulgaricus, Saccha- 

3 5 romyces unisporus, Torula holmii, Saccharomyces ^globosus , 
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Saccharomyces carlbergensis , Kluyveromyces lactis, 
Candida tenuis, Candida kefir. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere du 
precede conforme a 1 ' Invention, ledit melange de micro- 
organismes comprend au moins : Lactobacillus acidophilus, 
Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris, Streptococ- 
cus diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides , Kluyvero- 

myces lactis. 

Le procede conforme a 1 -Invention peut etre 
mis en oeuvre a partir de lactoserum frais, directement 
issu de la fabrication fromagere, ou d'un lactoserum 
reconstitue a partir de poudre de lactoserum. On peut 
ajouter au lactoserum des substrats facilitant la crois- 
sance du melange de microorganismes , tels que par 
exemple, des extraits de levure, de melasses, ou 
n'importe quelle autre substance connue en elle-meme pour 
faciliter le demarrage de la fermentation par lea souches 
considerees. 

On effectue 1 • ensemencement du lactoserum par 
un inoculat du melange d'un microorganisme tel que defini 
ci-dessus. Avantageusement, cat inoculat a prealablement 
subi une preculture pendant une duree comprise entre 12 
et 20 heures, par exemple 16 heures, dans un milieu 
convenant a la croissance de 1- ensemble desdits micro- 
organismes, tel que par exemple, le milieu M17 . 

On procede de preference a la fermentation, 
sous agitation, a une temperature comprise entre 25 et 
30-C, pendant une duree comprise entre 18 et 30 heures, 

par exemple 24 heures. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre prefere 
du procede conforme a 1' Invention, il comprend en outre 
une etape au cours de laquelle l'on procede a la cen- 
trifugation du lactoserum fermente, a une force centri 
fuge comprise entre 4000 et 8000 g, de preference 4500 g 
environ, et l'on recueille le surnageant. 
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Selon une disposition preferee de ce mode de 
mise en oeuvre, le lactoserum est chauffe apres la fer- 
mentation et prealablement a la centrifugation, a une 
temperature comprise entre 80 et 95 'C pendant 15 a 30 mi- 
5 nutes, de preference a 85 # C pendant 3 0 minutes. 

Selon encore une autre disposition preferee de 
ce mode de mise en oeuvre, le procede comprend en outre 
une etape au cours de laquelle on procede a 
1 'ultrafiltration du surnageant de centrifugation sur une 
10 membrane, organique ou minerale, possedant un seuil de 
coupure compris entre 50 000 et 3 00 000 daltons, de pre- 
ference de 100 000 daltons, et 1 1 on recueille le filtrat 
obtenu . 

La presente Invention a egalement pour objet 
15; des preparations fermentees a base de lactoserum, suscep- 
■>■ tibles d'etre obtenues par un procede conforme a 
, 1* Invention, tel que defini ci-dessus . 

Ces preparations possedent un effet particu- 
lierement benefique sur l'etat et I 1 aspect du tissu 
20 cutane, et peuvent done en particulier constituer le 
principe actif de base de compositions cosmetiques 
buvables, ou destinees a un usage externe, qui font ega- 
lement partie de l 1 objet de la presente Invention. 

De maniere inattendue, les preparations 
25 fermentees a base de lactoserum possedent egalement un 
effet immunostimulant . 

Pour l'obtention de ces compositions, et en 
P art iculier des compositions cosmetiques, les prepara- 
tions fermentees conformes a 1' Invention peuvent etre 
30 diluees par addition d'eau, et/ou additionnees de sub- 
stances diverses, en particulier d'autres principes 
actifs tels que oligoelements , vitamines, extraits 
d'algue ou des vehicules adaptes a la formulation. 

Tout particulierement , les Inventeurs ont 
35 constate que lorsqu'une preparation fermentee conforme a 
1 1 Invention etait combinee a au moins un principe actif 
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choisi dans le groupe constitue par les vitamines A, E, 
C, Bl, le selenium, le (3-carotene et la superoxyde dis- 
mustase (SOD), les effets favorables sur la peau etaient 
tres notablement augmentes, aussi bien lors d'une 
administration systemique que lors de 1' usage externe et 
l'effet antiradicalaire etait signif icativement superieur 
a celui obtenu avec les antiradicalaires tels que les 
vitamines C et E ou le selenium utilises seuls . 

Des compositions conformes a 1' Invention ont 
en particulier une action sur le taux de sebum, et sur 
l'hydratation et la fermete de la peau, qui lui confere 
un aspect plus doux et plus lisse. 

Les vitamines sont ajoutees de preference en 
une quantite calculee pour qu'une prise journaliere d'une 
composition conforme a 1 ■ Invention assure entre 20 et 40% 
des apports nutritionnels quotidiens recommandes pour 
chacune des vitamines considerees . 

De preference, le p-carotene est ajoute a un 
taux compris entre 10 et 30 mg pour 100 g de composition 
prete a 1-emploi, le selenium est ajoute a un taux com- 
pris entre 10 et 40 Jig pour 100 g de composition prete a 
1-emploi, et la superoxyde dismutase est ajoutee a un 
taux compris entre 2000 et 10000 unites Internationales 
pour 100 g de composition prete a 1 • emploi . 

Les principes actifs hydrosolubles peuvent 
etre dissous directement dans le lactoserum. 

Les principes actifs liposolubles peuvent etre 
ajoutes sous forme hydrodispersible ; avantageusement il 
sont incorpores sous forme de microparticules telles que 
celles obtenues par exemple par le precede decrit dans la 
Demande EP 501 094, deposee au nom de WORLD TRUST 

INVESTMENT S.A.. 

Les compositions buvables conformes a 
1' invention peuvent etre aromatisees par addition 
d'ardmes alimentaires , et/ou sucrees , avant d' etre, condi- 
tionnees dans des contenants du volume souhaite. 
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Les compositions buvables conformes a 
1 ' Invention sont administrees de preference a une dose 
correspondant a 1' absorption d' une quantite comprise 
entre 30 et 100 ml par jour d'une composition contenant 
5 40% en volume d'une preparation fermentee conforme a 
1' Invention. 

Les compositions a usage externe conformes a 
' 1' invention comprennent de preference 10 % en volume 
d ' une preparation fermentee conforme a 1 ' invention . 
10 La presente Invention sera mieux comprise a 

l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples d'obtention de compositions 
conformes a 1' Invention, et montrant leur activite sur la 
peau . 

15 : II va de soi toutefois que ces exemples sont 

donnes uniquement a titre d ' illustration de l'objet de 
1 'Invention dont ils ne constituent en aucune maniere une 
limitation. 

EXEMPLE 1 : Preparation du lactosenim multifermente . 

20 On utilise du lactoserum en poudre reconstitue 

avec de l'eau a raison de 60 grammes de lactoserum pour 1 
litre d'eau. 

Le lactoserum est additionne de 1,5 pour cent 
d'extrait de levure afin de permettre une meilleure 
25 croissance des bacteries . 

Le lactoserum enrichi est sterilise, refroidi 
a 28 "C et ensemence avec le melange de bacteries et 
levures suivant : 

. Lactobacillus hilgardii , 
30 Lactobacillus casei, 

Lactobacillus cellobiosus , 
Lactobacillus brevis, 
Lactobaci 2 1 us acidophi 1 us , 
Lactobacillus kefir, 
3 5 Lactobacillus delbrueckii , 

Strep tocoque lactis, 
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Streptocogue cremoris, 
Streptocoque diacetylactis, 
Leuconostoc mes enter o ides , 
Leuconostoc kefir, 
Saccharomyces delbrueckii, 
Saccharomyces cerevisiae, 
Kluyveromyces fragilis, 
Kluyveromyces bulgaricus, 
Saccharomyces unisporus , 
Torula holmii, 
Saccharomyces globosus 
Saccharomyces carlbergensis , 
Kluyveromyces lactis/ 
Candida tenuis, 
Candida kefir. 

L-ensemencement est realise a 1 ' aide de pre- 
cultures de 16 heures . de . chacune des touches de bacteries 
et de levures dans du milieu M 17 lactose (milieu de 

marcjue DIFCO) . § , OQip 

Le lactoserum ensemence est maintenu a 28 C 
pendant 24 heures avec une agitation permanente a 1'aide 
d'un melangeur equips d'une pale large en rotation lente 

(70 tours par minute) . 

Pendant les 18 premieres heures, le lactoserum 

> „~ r^u rfc 5 5 oar adjonction de soude 
est maintenu a un pH de 3,3 

concentree a 1 • aide d'une pompe doseuse . 

Pendant les 6 dernieres heures, la regulation 

de pH est arretee. 

Le produit ainsi obtenu est ultra-fxltre tan- 

gentiellement sur membrane organique spiral* en PVDF 

(MILL I PORE) , de seuil de coupure 100 000 D. 

L-appareil est regie de telle facon que 1 on 
ait une pression transmembranaire de 0,5 bar. 

En variante, avant de proceder 
1. ultrafiltration, et apres 24 heures de fermentation, le 
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lactoserum multi-f ermente est porte a une temperature de 
85 "C et maintenu a. cette temperature pendant 30 minutes. 

Les phospho lip ides du serum qui ont precipite 
lors de 1 1 etape precedente sont separes par centrifuga- 
5 tion continue (a 4500 g) , puis 1 ' on procede a 
1 ' ultrafiltration sur le surnageant ainsi obtenu. 
EXEMPLE 2 : Preparation d'une composition cosmetique 
buvable con forme a I 1 invention : Composition I. 

L ' ultra-f iltrat obtenu a 1 1 exemple 1 est dilue 
10 avec de l'eau potable de fagon a obtenir une solution 
contenant 40 % de lactoserum clarifie et filtre. Cette 
solution est additionnee de (pour 100 g) : 

- 100 UI de vitamine A 

- 0,2 mg de vitamine Bl 
15 - 30 mg de vitamine C 

- 2 UI de vitamine E 

En variante, 25 microgrammes de selenium 
(levure seleniee) , peuvent, en outre, etre ajoutes. 

Ces vitamines et eventuellement le selenium 
20 possedent des effets benefiques pour la peau. 

Les vitamines C et E et le selenium possedent 
des proprietes anti-radicaux libres. 

Les vitamines A et Bl possedent un effet bene- 
fique sur la regeneration des membranes des cellules. 
25 Le lactoserum dilue et vitamine est aromatise 

et sucre pour des raisons organoleptiques : 

On ajoute au produit (pour 100 g) : 

. 2,80 g de saccharose 

. 0,40 g d'arome naturel de vanille 
30 . 0,05 g d'arome naturel d'abricot. 

On obtient ainsi une composition I qui, pour 
une meilleure conservation, peut notamment etre pasteuri- 
see. 
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eyemple 3 : Preparation d'une composition cosmetique 
buvable conformo a 1' invention : Composition II. 

Au produit obtenu dans 1 ' exemple 2, sont ajou- 

tes : 

15 mg de beta carotene qui possede des pro- 
prietes photo-protectrices . 

B3CE mple 4 : Preparation d'une composition cosmetique 
buvable conforme a 1- invention : Composition III. 

Au produit obtenu dans 1' exemple 2, sont ajou- 

tes : 

5000 UI de S.O.D. (super oxyde dismutase) 
qui possede des effets anti-radicaux libres ainsi que des 
proprietes regeneratrices du tissu cutane. 

y.vKMPi.B 5 : Preparation d'une composition cosmetique 
buvable conforme a 1' invention : Composition IV. 

L'ultra-f iltrat obtenu a 1 ' exemple 1 est dilue 
avec de 1 1 eau potable de f aeon . a obtenir une solution 
contenant 40% de lactoserum clarifie et filtre. Cette 
solution est additionnee de (pour 100 g) : 

- 30 mg de zinc, 

- 3 0 mg de vitamine C. 

Le lactoserum dilue et vitamine est aromatise 
et sucre pour des raisons organoleptiques , comme precise 
a 1 ' exemple 2 . 

bm< ple 6 : Effets sur le tissu cutane de la composition 
I selon 1' exemple 2 : action sur le taux de sebum (indice 
lipidique mesure par sebumetrie) . 

Les essais ont ete ef f ectues en double aveugle 

contre placebo. 

La composition I obtenue comme decrit dans 

1' exemple 2, est administree oralement a un groupe de 10 
sujets, pendant 28 jours (1 flacon de 45 ml/j). 

En parallele, un groupe de 25 sujets a regu 
des compositions (produit de reference) obtenues par fer- 
mentation du lactoserum avec le melange de microorga- 
nismes suivant : 
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Lactobacillus acidophilus , 

Lactobacillus casei, 

Lactobacillus caucasicus f 

Lactobacillus jbu chnieri, 
5 Lactobacillus cellobiosus , 

Lactobacillus kefir, 

Lactobacillus brevis; 

Streptococcus lactis, 

Saccharomyces cerevisiae, 
10 Saccharomyces delbrueckii, 

Saccharomyces exiguus, 

Saccharomyces unisporus, 

Saccharomyces uvarum, 

Saccharomyces carlbergensis , 
15 Candida tenuis, 

Candida kefir, 

Candida pseudo tropical is , 

Kluyveromyces fragilis . 

Un troisieme groupe temoin (25 sujets) a regu 
20 un placebo constitue par de I'eau distillee, aromatisee 
et sucree. 

Les resultats sont indiques dans le Tableau I 
ci-dessous et a la figure 1. 

Les ef f ets ont ete evalues en determinant 

25 I'indice de sebumetrie (qui est proportionnel au taux 
lipidique de la surface de l'epiderme), au 14eme jour 
(Tableau I), au 28eme jour et 12 jours apres 1 ' arret du 
traitement (40eme jour) (figure 1) . 

Le taux de stimulation de I'indice lipidique 

3 0 obtenu avec la composition I represente plus de 25 % de 
I'indice lipidique initial (placebo) (.figmre 1). En 
outre, ce taux de stimulation est egalement 
signif icativement superieur a celui obtenu avec du lacto- 
serum multif ermente seul (produit de reference, Tableau 

3 5 I), pour lequel on observe un taux de stimulation de 
8,5 %. 
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EXEMPIiE 7 : Effets sur le tissu cutane de la composition 
I selon 1 ' exemple 2 : action sur 1 1 hydratation do la 
peau . 

Les essais ont ete effectues en double aveugle 
contre placebo. 

Des compositions conformes a 1 ' invention 
(Composition I), obtenues comme decrit dans 1' exemple 2, 
sont adminis trees oralement a un groupe de 5 sujets 
(groupe 4) . 

En parallele : 

- un groupe de 5 sujets (groupe 1) a regu un 
placebo constitue par de 1 1 eau distillee, aromatisee et 
sucree ; 

- un groupe de 5 sujets (groupe 2) a regu la 
Composition I pendant 17 jours, puis un placebo pendant 
8 jours ; 

- un groupe de 5 sujet (groupe 3) a regu un 
placebo pendant 17 jours, puis la Composition I pendant 
8 jours. 

Les resultats sont illustres au Tableau II 
suivant et a la figure 2 et montrent un taux de stimula- 
tion d f hydratation de 41,90 %, signif icativement plus 
eleve que la stimulation obtenue avec le placebo, qui est 
de -0,1 % : 
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EXEMPLE 8 : Ef f et antiradicalaire de la composition I 
selon 1 1 example 2. 

A partir d'un prelevement de sang humain, on 
isole les globules rouges. Apres centrif ugatlon et 
5 lavage, on prepare une solution d'hematies a 22 %. 

Les differents lots a tester sont prepares 

comme suit : 

- Lot temoin : 

1 ml d'hematies a 22 % + 500 |il de 2,2'- 
10 azobis (2-amidinopropane) chlorhydrate (generateur de 
radicaux libres) + 500 Jll de NaCl. 

- Lots composition I (pur et a dif ferentes 

dilutions) : : ■/ 

. 1 ml d'hematies a 22 % + 500 >1 de 2 , 2 ■ - 
15 azobis (2-amidinopropane) chlorhydrate + 500 \ll de 
composition I . 

3 lots ont ete realises a r vec.500 \il de dif fe- 
rentes dilutions de composition I (respectivement 1 - 
1/10 - 1/100) . 

20 Les differents melanges sont places a une tem- 

perature de 37'C, II y a a cette temperature une libera- 
tion de radicaux libres hydroperoxy ROO- par le genera- 
teur. Les radicaux libres attaquent les membranes de glo- 
bules rouges qui sont detruites. A ce moment la, 

2 5 1 ' hemoglobine est liberee dans le milieu exterieur qui se 

colore. On evalue l'hemolyse grace a 1 1 absorbance rela- 
tive a la coloration. Le dosage colorimetrique est rea- 
lise a 405 nm. 

Dans le lot temoin, I'hemolyse se produit a 

3 0 partir de la 50eme minute (figure 3, courbe (1)). 

Dans le lot Composition I non diluee (figure 
3, courbe (2)), I'hemolyse se produit a partir de la 
260eme minute. Les cellules sont done protegees 5 fois 
plus longtemps . 

35 On observe un effet protecteur de la composi- 

tion dose -dependant : 
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- 100 minutes de protection obtenues avec la 
composition diluee au l/10eme (figure 3, courbe (3)), 

- 50 minutes de protection obtenues avec la 
composition diluee au l/100eme (figure 3, courbe (4)). 

5 EXEMPLE 9 : Effet anti radical aire et immunopharmacolo- 
gicjue des dif ferentes compositions selon 1' invention. 

A. Effet inhibiteur sur la production 
d'especes reactives de 1 ' oxvcrene de la composition I 
selon I'exemple 2 : 
10 L' effet de la Composition I sur la production 

d'especes reactives de 1 ' oxygene est mesuree par le test 
de chimiluminescence sur la lignee murine J 744 
(astrocytome) , apres activation des cellules par un phor- 
bol-ester (PMA) ou par le zymosan (Zym) non opsonise. 
15 L 1 effet de la Composition I a ete evalue sur les cellules 
J 744 soit directement, soit apres un pretraitement de 
24 heures a 37 *C, en presence ou en 1 ' absence 
d 1 interf eron-y (IFN-y) (10 U/ml) et/ou de lipopolysaccha^ 
ride (LPS) (100 ng/ml) . 
2 0 La chimiluminescence est mesuree dans un lumi- 

nometre LKB 1251. 

Les resultats sont illustres ci-apres aux 
Tableaux III a VII : 

1) Effet de la Composition I (C ompo I> par 
2 5 action directe. sur la chimiluminescence des — cellules 
. J 744 : 
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2 ) Effet d'un pretraitement de 24 heures par 
Composition I guy la chi miluminescence des cellules 



J 774 
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3) Effet d'un pretraitem pnt de 24 heures par 
la Pomposi tiion T sur 1* rhimilnm-i nescence — dgs — cellules 
J 744 activpps oar le lipo p nlysaccharide (100 nq/ml) : 
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4) Effet d'un pretraitement de 24 heures par 

la Composition I sur la chimiluminescence des cellules 

J 744 activees par 1 ' interf eron-y (10 U/ml) : 
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5) Kffet d'nn nretra itpment rte 24 hftures par 
rnmpos^Hnn T s u r 1* chimi 1 iiminescenre ries qejjules 
■t 744 actios par 1 ' in^^rferon-Y (lOU/ml) et. le . lipo- 
polvsacrharide (100 na/ml) : 
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Ces essais montrent un ef fet inhibiteur puis- 
sant de la Composition I sur la production d'especes 
reactives de I'oxygene ; cet effefe est observe aussi bien 
par action directe qu'apres pretraitement des cellules 
pendant 24 heures . L 1 inhibition est dose-dependante selon 
les activateurs et est encore significative a la dilution 
au 1/100. 

B. Ef fet inhibiteur sur la production 
d'especes reactives de 1' azote : 

L'effet de la Composition I sur la production 
d'especes reactives de l'azote est mesuree par une 
methode colorimetrique, en utilisant le reactif de 
Griess, sur la lignee murine J 744 (astrocytome) . 

Les cellules sont activees en presence 
d' interf eron-y seul (10 U/ml) (IFN-y) ou associe au 
lipopolysaccharide (100 ng/ml) (LPS) ; les oxydes 
nitriques sont doses dans le surnageant apres 24 ou 
48 heures de culture a 37 *C. La Composition I est ajoutee 
aux cultures en meme temps que 1 ' interf eron-y et/ou le 
lipopolysaccharide . 

1) Effet de la C omposition X sur la production 
des NO par les cellu les J 744 activees par 1 ' interferon-^ 
seu l (10 U/ml) ou 1 ' interf eron-y (IFN) et le liponolvsar- 
charide (LPS) (100 na/ ml). au bout de 24 heures de cul- 
ture : 
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2) Effet de la Composition I sur la production 
des NO par le s cellules J 744 activees par 1 ' interf eron-^ 



seul (10 U/ml) ou 1 ' interferon-^ 



aim. 



et 



lipopolysaccharide (LPS) (100 na/ml) . au bout dg 

48 heures de culture : 
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Ces experiences (Tableaux VIII et IX) montrent 
un effet inhibiteur de la composition I sur la production 
des NO par les cellules J 744 activees ( IFN-y et/ou 'LPS) . 

C. Effet ^imrninoat ^iianfc du lactoserum — fer- 
BSafefi coaforme k lli S SSa&ism et. conrparaison avee la com- 
Boaitioa I J 

1) T,actoserum : 

L 1/20 53,5 % de stimulation (1) 

L 1/40 2 64,1 % de stimulation (1) 

L 1/100 218,0 % de stimulation (1) 

b : nombre d ' experiences independantes. 

2 ) Pan 4- subgfances la composition T autres 
giie» le lartnsen im mult.i f ermente (E) :. : 

E 1/20 98/0 % d' inhibition (D b 

E 1/40 95,2 % d' inhibition CD 

E 1/100 88,2 % d' inhibition (D 

b : nombre d ■ experiences independantes. 
L' ensemble des essais ci-dessus montrent : 

1. une amplification de stimulation de la 
production d'especes react ives de 1 ■ oxygene par le 
lactoserum multif ermente seul . 

Cette amplification de stimulation s'explique 
par une activation de la PKC (proteine kinase C) et 
correspond a une action immunostimulante sur les 
cellules. 

2. un effet inhibiteur tres important des 
vitamines sur la production d'especes reactives de 
1 ' oxygene . 

3. les essais realises avec la composition I 
montrent que,' de maniere inattendue, les effets opposes 
du lactoserum multif ermente et des vitamines sur 
1-immunostimulation ne s ■ annul en t pas, mais que la compo- 
sition I presente a la fois une action antiradicalaire et 
une action immunostimulante. ^ 
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EXEMPIiE 10 ; Preparation de compositions cosmetiques a 

usage externa. 

On prepare le lactoserum multif ermente comme 
precise a l'exemple la). 

L'ultrat-filtrat obtenu est dilue avec de 
1 ' eau demineralisee, de fagon a obtenir une solution 
contenant 10 % de lactoserum clarifie et filtre. 

Cette solution est associee a des excipients 
convenables et eventuellement a d'autres substances 
actives, conformement aux formulations ci-apres : 



* Emulsion regeneratrice : 

Lactoserum multif ermente 10,00 

Propylene glycol 5,00 

Carbopol 0,60 

Al.cool cetylique 1,00 

Lanoline 10,00 

Huiles vegetales 7,00 

Myristate d'isopropyle 10,00 

Trietlianol amine 0,60 

Alpha tocopherol 0,05 

Conservateurs 0,15 

Parfum 0,2 0 
Eau demineralisee q S p 100 

* Lotion tonique pour le corps : 
Lactoserum multif ermente 10,00 
Extrait hydroglycolique de 

Centella asiatica 10,00 

Glycerine 5,00 

EDTA 0,05 

Acide lactique 0,50 ^ 

Lactate de sodium (sol. a 70 % ) 0,50 

Uree 0,25 
Pyrrol idone carboxylate de sodium 

(sol. a 50 %) 0,75 

Conservateurs 0 , 25 

Parfum 0,20 
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Eau demineralisee qsp 100 

Masque stimulant : 

Lactoserum multifermente 
Kaolin 

Lait en poudre 
Talc 

Stearalkonium bentonite 
Glycerine 
Propylene glycol 
Alcool polyvinyl ique 
Dioctyl succinate de sodium ■ 
Conservateurs 
Parf um 

Eau demineralisee <3 S P 
Fond do teint traitant t 

Lactoserum multifermente 
Ceres ine 
Cire de carnauba 
Ozokerite® 
Alcool de lanoline 
PPG 45 dodecyl glycol copolymere 
Lactate de myristyle 

Complexe cire d 1 abeille-PEG-sorbitol 
Huiles vegetales 
Bentone 
Glycerine 
Conservateurs 

Eau demineralisee <3 S P 
* Lotion apres-rasage : 

Lactoserum multifermente 
Acide lactique 
Lactate de sodium 
Glycerine 
Allantoine 
EDTA (sel disodique) 
Carboxymethyl cellulose 



10,00 
5,00 
2, 00 
12,00 
8, 00 
10, 00 
10, 00 
0, 50 
0,50 
0, 15 
0,35 
10 0 

10, 00 
5,00 
5,00 
3,00 
21, 00 
20,00 
20,00 
5, 00 

4, 00 
0, 50 

5, 00 
0,30 

100 

10, 00 
0,2-0,5 
0,2-0,4 
2 , 00 

0, 15-0,35 
0, 05 
0, 10 



f 
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Conservateurs 0,25 

Parfum 0, 25 

Eau demineralisee qsp 100 
* Lotion tonique pour les cheveux : 

5 Lactoserum multif ermente 10,00 

Cyclomethicone 30/00 

Isononaoate d'octyle 4,00 
Alcool cetylique ethoxyle 20 

propoxyle 5 2,00 

10 Extrait de lotus 0,50 

Extrait d'orchidees 0,75 

Parfum 0,15 

Alcool ethyl ique 96 % qsp 100 



Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
15 1 1 invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
mise en oeuvre, de realisation et d' application qui vien- 
nent d'etre deer its de fagon plus explicite ; elle en 
embrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent 
venir . a 1' esprit du technicien en la matiere, sans 
20 s'ecarter du cadre, ni de la portee de la presente inven- 
tion. 
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REVENDI CATIONS 
1) Procede d'obtention d'une preparation a 
base de lactoserum, lequel procede est caracterise en ce 
qu'il comprend une etape au cours de laquelle on procede 
5 a la fermentation de lactoserum par un melange de 
microorganismes comprenant au mbins un lactobacille 
choisi dans le groupe constitue par Lactobacillus 
hilgardii, Lactobacillus casei, Lactobacillus cellobio- 
sus, Lactobacillus brevis , Lactobacillus acidophilus , 
10 Lactobacillus kefir, Lactobacillus delbrueckii ; au moins 
un streptocoque choisi dans le groupe constitue par : 
Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris, Strepto- 
coccus diacetylactis, au moins un Leuconostoc choisi dans 
le groupe constitue par : Leuconostoc mesenteroides, et 
15 Leuconostoc kefir ; au moins une levure choisie dans le 
groupe constitue par : Saccharomyces delbrueckii, Saccha- 
romyces cerevisiae, Kluyveromyces fragilis , Kluyveromyces 
bulgaricus, Saccharomyces unisporus, Torula holmii, 
Saccharomyces . globosus f Saccharomyces carlbergensis , 
20 Kluyveromyces lactis, Candida tenuis, Candida kefir. 

2') Procede selon la revendication 1, caracte- 
rise en ce que ledit melange de microorganismes comprend 
au moins : Lactobacillus acidophilus, Streptococcus 
lactis, Streptococcus cremoris . Streptococcus diacetylac- 
25 tis, Leuconostoc mesenteroides , Kluyveromyces lactis. 

3 ' ) Procede selon 1 ' une quelconque des reven- 
dications 1 ou 2 , caracterise en ce que la fermentation 
est effectuee a une temperature comprise entre 2 5 et 
30 *C, pendant une duree comprise entre 18 et 30 heures, 
30 par exemple 24 heures. 

4 # ) Procede selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 a 3, caracterise en ce qu'il comprend en 
outre une etape au cours de laquelle 1 ' on procede a la 
centrifugation du lactoserum fermente, a une force cen- 
35 trifuge comprise entre 4000 et 8000 g. 
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5') Procede selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 a 4, caracterise en ce que le lactoserum est 
chauffe apres la fermentation et prealablement a la cen- 
trif ugation, a une temperature comprise entre 80 et 95 "C, 
5 pendant 15 a 30 minutes. 

6') Procede selon 1 ' une quelconque des reven- 
dications 1 a 5, caracterise en ce qu'il comprend en 
outre une etape au cours de laquelle on procede a 
1 'ultrafiltration du surnageant de centrif ugation sur une 
10 membrane, organique ou minerale, possedant un seuil de 
coupure compris entre 50 000 et 300 000 daltons, de pre- 
ference de 100 000 daltons, et 1 ' on recueille le filtrat 
obtenu - ■ 

7 ' ) Preparation fermentee a base de lacto- 
15 serum, caracterisee en ce qu'elle est susceptible d'etre 
obtenue par un procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 6.. 

8") Composition cosmetique buvable, caracteri- 
see en ce qu'elle comprend une preparation f ermentee 
20 selon la revendication 7. 

9") Composition cosmetique selon la revendica- 
tion 8, caracterisee en ce qu'elle comprend en outre au 
moins un principe actif choisi dans le groupe constitue 
par les vitamines A, E, C, Bl, le selenium, le p-carotene 
25 et la superoxyde dismustase (SOD) . 

10 # ) Composition cosmetique a usage externe, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une preparation f er- 
mentee selon la revendication 7 . 

11") Utilisation d'une preparation fermentee 
30 selon la revendication 7, ou d'une composition selon 
l'une quelconque des revendications 8 a 10, pour amelio- 
resr 1' aspect de la peau. 

12") Utilisation d'une preparation fermentee 
selon la revendication 7, pour la preparation d'un medi- 
35 cament immuno stimulant . 
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